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Neue Gemische mikrobieller Enzyme 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Enzymgemische, 
welche eine bestimmte Kombination mikrobieller Lipase, Pro- 
tease und Amylase enthalten. Weiterhin betrifft die Erfindung 
diese Gemische mikrobieller Enzyme enthaltende pharmazeuti- 
sche Zubereitungen. Diese neuen pharmazeutischen Zubereitun- 
gen sind besonders gut geeignet zur Behandlung und/oder Pro- 
phylaxe der Maldigestion bei Saugetieren und Menschen. 

Maldigestion bei Saugetieren und Menschen beruht meist 
auf einem Mangel an Verdauungsenzymen, insbesondere auf einem 
Mangel an endogener Lipase, aber auch an Protease und/oder 
Amylase, Die Ursache fur einen solchen Mangel an Verdauungs- 
enzymen liegt haufig in einer Unterf unktion des Pankreas 
(= Pankreasinsuf f izienz) , dem Organ, welches die meisten und 
wichtigsten endogenen Verdauungs enzyme produziert. Sofern 
eine krankhafte Pankreasinsuf f izienz vorliegt, kann diese an- 
geboren oder erworben sein, Erworbene chronische Pankreasin- 
suffizienz kann beispielsweise auf Alkoholismus zuriickzufuh- 
ren sein. Angeborene Pankreasinsuf f izienz kann beispielsweise 
auf die angeborene Erkrankung an Mukoviszidose zuruckzufuhren 
sein. Die Folgen des Mangels an Verdauungsenzymen konnen 
schwere Symptome von Unter- und Mange lernahrung sein, welche 
einhergehen konnen mit einer erhohten Anfalligkeit fur Sekun- 
darerkrankungen . 

Als Therapie des Mangels an endogenen Verdauungsenzymen 
hat sich die Substitution mit gleichartig wirkenden exogenen 
Verdauungsenzymen oder Verdauungsenzymgemischen bewahrt . Am 
haufigsten werden heute fur diesen Zweck pharmazeutische Zu- 
bereitungen (= Praparate) eingesetzt, welche Schweinepankrea- 
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tin (= Pankreatin) enthalten. Solche aus den Pankreasdriisen 
von Schweinen gewonnene Verdauungsenzymgemische konnen wegen 
der groSen Ahnlichkeit der darin enthaltenen Enzyme und Be- 
gleitstoffe mit den im menschlichen Pankreassekret enthalte- 
nen Inhaltsstof f en in nahezu idealer Weise fiir die Enzym- 
Substitutionstherapie am Menschen eingesetzt werden. Da 
einige der Bestandteile von Pankreatin - beispielsweise die 
Pankreas lipase und die Pankreasamylase - empfindlich gegen- 
iiber sauren pH-Werten unter pH 5 sind, sollten fur die orale 
Verabreichung vorgesehene Pankreatinpraparate zum Schutz ge- 
gen saureinduzierte Denaturierung im Magen mit magensaf tresi- 
stenten Schutzschichten uberzogen sein. Solche Schutzschich- 
ten bewahren die saureempf indlichen Pankreatinbestandteile 
vor irreversibler Zerstorung und geben Ihren Inhalt erst nach 
der Magenpassage im Duodenum frei, wo iiblicherweise hohere, 
unschadliche pH-Werte - etwa zwischen pH 6 und pH 8 - vor- 
herrschen. Gleichzeitig ist das Duodenum der Ort, an dem in 
der Regel die Hauptmenge der enzymatisch gespaltenen Nah- 
rungsbestandteile vom Korper resorbiert wird. 

Da Pankreatin ein Naturprodukt ist, ist fiir seine Be- 
reitstellung in qualitativ einheitlicher , hochwertiger Form 
ein recht erheblicher technischer Aufwand notig. Zudem kann 
das Angebot an fiir die Verarbeitung zu Pankreatin geeigneten 
Rohstoffen Schwankungen unterliegen. 

Es hat daher bereits verschiedentlich Versuche gegeben, 
fiir die Substitution von korpereigenen Verdauungsenzymen ahn- 
lich gut wie Pankreatin geeignete Verdauungsenzymgemische mit 
demgegeniiber verbesserten Eigenschaf ten zur Verfugung zu 
stellen. 

Um fiir die Substitution von Verdauungsenzymen beim Men- 
schen geeignet zu sein, miissen alle Substitutionsenzyme eine 
Reihe von Anforderungen erfiillen (vgl. z. B. G. Peschke, 
"Active Components and Galenic Aspects of Enzyme Prepara- 
tions" in: Pancreatic Enzymes in Health and Disease, Heraus- 



geber: P. G. Lankisch, Springer Verlag Berlin, Heidelberg 
1991, Seiten 55 bis 64; im folgenden zitiert als " Peschke " ) . 
So sollten diese Substitutionsenzyme u. a. ein pH-Optimum und 
eine pH-Stabilitat in einem Bereich von idealerweise pH 3 bis 
pH 7 aufweisen und sie sollten gegenuber Pepsin sowie anderen 
korpereigenen Proteasen wie Pankreasproteasen stabil sein. 
Auch in Gegenwart korpereigener Gallensalze sollten Substitu- 
tionsenzyme ihre Aktivitat beibehalten. 

Ublicherweise wird angenommen, da£ eine Substitution der 
z. B. krankheitsbedingt minderproduzierten korpereigenen 
Lipase den wichtigsten Bestandteil einer Substitutionsthera- 
pie fur Verdauungsenzyme beim Menschen darstellt. Es ist je- 
doch seit langerem bekannt, da& die gleichzeitige Substitu- 
tion minderproduzierter Protease und Amylase einen zusatzli- 
chen giinstigen Einflufi auf die betroffenen Patienten hat 
(vgl. z. B. Peschke, Seite 55; WO 96/38170, Seite 6). Pharma- 
zeutische Zubereitungen zur Behandlung und/oder Prophylaxe 
der Maldigestion bei Saugetieren und Menschen sollten daher 
neben der lipolytischen auch die proteolytischen und amyloly- 
tischen Aktivitaten des Korpers weitgehend substituieren. 
Wichtig ist hierbei, daS die verschiedenen in der pharmazeu- 
tischen Zubereitung enthaltenen Substitutionsenzyme (Lipase, 
Protease, Amylase) ihre Aktivitaten an dem dafiir vorgesehenen 
Wirkort (das ist in der Regel das Duodenum) jeweils in aus- 
reichender Hohe entfalten konnen. 

Aus der europaischen Patentanmeldung EP A 0 387 945 sind 
bereits Zubereitungen bekannt, welche neben einem Saugetier- 
Pankreasextrakt zusatzlich auch eine mikrobielle Lipase ent- 
halten. Aufgrund des darin noch enthaltenen Anteils an tieri- 
schem Pankreatin konnen solche Zubereitungen aber nicht durch 
einfach zu standardisierende Laborverf ahren in stets gleich- 
bleibender Qualitat und beliebiger Menge hergestellt werden. 

In der internationalen Patentanmeldung WO 96/3817 0 wer- 
den Zubereitungen beschrieben, welche u. a. eine saurestabile 



Amylase von Aspergillus niger und gegebenenf alls eine saure- 
stabile Lipase von Rhizopus javanicus en thai ten und welche 
als Verdauungshilf smittel eingesetzt werden konnen. Fur die 
Substitution der korpereigenen proteolytischen Aktivitat wer- 
den in dieser Schrift aber keine konkreten Vorschlage ge- 
macht. Statt dessen wird lediglich darauf verwiesen, daS die 
Moglichkeit besteht, alle anderen Bestandteile des menschli- 
chen Pankreassekrets auSer Lipase und Amylase durch Schweine- 
pankreatin zu ersetzen. Dies weist darauf hin, daS die in der 
WO 96/3 8170 beschriebenen Zubereitungen nicht fur die Total- 
substitution von korpereigenen Verdauungsenzymen vorgesehen 
oder geeignet sind. 

Weiterhin werden in der Dissertation von S. Scheler, 
Titel: "Multiple uni t - Zuber ei tungen aus Aspergillus oryzae- 
Enzymen hoher Aktivitat mit optimierter digestiver Potenz " , 
Universitat Erlangen-Niirnberg, 1995, unter weitgehend gale- 
nischen Gesicht spunk ten eine Kombination der kommerziell er- 
haltlichen Enzyme Lipase von Rhizopus oryzae, Protease von 
Aspergillus oryzae und Amylase von Aspergillus oryzae unter- 
sucht . Jedoch ist beispielsweise die dort eingesetzte Lipase 
gegenuber korpereigener Pankreasprotease nicht von befriedi- 
gender Stabilitat. 

Aus den vorstehenden Angaben wird deutlich, daS pharma- 
zeutische Zubereitungen, welche zur Totalsubstitution korper- 
eigener Verdauungs enzyme von Saugetieren und Menschen vorge- 
sehen sind, sorgfaltig auf die korpereigenen Bedingungen 
abgestimmte Substitutions enzyme bzw. Gemische von Substitu- 
tionsenzymen en thai ten imissen . 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand daher 
darin, verbesserte Gemische von Verdauungsenzymen sowie sol- 
che Gemische enthaltende pharmazeutische Zubereitungen zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe der Maldigestion bei Saugetie- 
ren und Menschen bereitzustellen, welche korpereigene lipoly- 
tische, proteolytische und amylolytische Enzymaktivitaten 



substituieren konnen und welche bei hoher spezifischer Akti- 
vitat der darin enthaltenen Substitutionsenzyme verhaltnis- 
mafiig geringe Dosierungsmengen erlauben. Gleichzeitig sollten 
die in den Verdauungsenzymgemischen enthaltenen Substitu- 
tionsenzyme (Lipase, Protease, Amylase) sowohl einzeln, als 
auch im Gemisch miteinander alle Anforderungen , welche an zur 
Therapie beim Menschen vorgesehene Verdauungs enzyme gestellt 
werden, moglichst gut erfiillen. Beispielsweise sollten die 
Substitutionsenzyme eine im Vergleich zu Pankreatinenzymen 
verbesserte pH-Stabilitat aufweisen. Die pH-Optima der Sub- 
stitutionsenzyme sollten dariiber hinaus in einem an dem je- 
weiligen physiologischen Wirkort iiblicherweise vorherrschen- 
den pH-Bereich liegen. Ferner sollten die Substitutionsenzyme 
mit korpereigenen Wirkstof fen wie Gallensalzen oder korperei- 
genen Proteasen, beispielsweise Pepsin oder Pankreasprotea- 
sen, gut vertraglich sein. Eine weitere Aufgabe bestand 
darin, fur den erf indung sgemafien Zweck solche Substitutions- 
enzyme auszuwahlen, welche durch in bezug auf Verf ahrensab- 
lauf und Produktmenge einfach standardisierbare Herstellungs- 
verfahren in stets gleichbleibender Qualitat und beliebiger 
Menge erhalten werden konnen. 

Gelost wird die Aufgabe durch die Bereitstellung eines 
neuen Gemisches mikrobieller Enzyme, welches 

a) eine konzentrierte Lipase von Rhizopus delemar, 

b) eine neutrale Protease von Aspergillus melleus und 

c) eine Amylase von Aspergillus oryzae 

enthalt. ErfindungsgemaSe Gemische mikrobieller Enzyme konnen 
zusammen mit ublichen Hilfs- und/oder Tragerstof fen in iibli- 
chen pharmazeutischen Zubereitungen enthalten sein. Diese 
pharmazeutischen Zubereitungen enthalten als Wirkstoffe aus- 
schliefilich erf indungsgemaSe Gemische mikrobieller Enzyme von 
bestimmten Schimmelpilzen und sind zur Totalsubstitution kor- 
pereigener Verdauungs enzyme von Sau^etieren und Menschen ge- 
eignet. Die pharmazeutischen Zubereitungen zeichnen sich dar- 
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uber hinaus durch eine gute Wirksamkeit und gute Vertraglich- 
keit aus. 

Die konzentrierte Lipase von Rhizopus delemar hat eine 
spezifische Aktivitat von mindestens 1.800.000 FIP-E/g 
( = international standardisierte Enzym-Aktivitatseinheiten 
nach den Vorschriften der "Federation International Pharma- 
ceutique", Belgien, bestimmt). Lipasen von Schimmelpilzen des 
Stammes Rhizopus delemar sind an sich bekannt und konnen 
z. B. nach an sich bekannten Verfahren aus Kulturbruhen des 
entsprechenden Pilzes erhalten werden. AnschlieSend konnen 
die isolierten Lipasen z. B. auf an sich bekannte Weise von 
Begleitstof fen befreit und angereichert bzw. konzentriert 
werden. Vorzugsweise kann die Lipase (EC-Nr. 3.1.1.3) "Lipase 
D Actiano 2000®" von Rhizopus delemar der Firma Amano Pharma- 
ceuticals, Japan, eingesetzt werden. Diese Lipase weist - wie 
die natiirliche Pankreas lipase - eine 1, 3-Positionsspezif itat 
gegenuber Fettsaureglyceriden auf. Die spezifische Aktivitat 
liegt in Abhangigkeit von der Charge zwischen etwa 
1.800.000 FIP-E/g und etwa 2.250.000 FIP-E/g. "Lipase D Amano 
2000®" zeichnet sich durch eine hohe Stabilitat gegenuber 
Pankreasprotease aus Pankreatin aus. So liegt die lipoly- 
tische Aktivitat von "Lipase D Amano 2000®" in einem Labor- 
versuch nach zweistiindiger Einwirkung von Pankreasprotease 
aus Pankreatin in einem pH-Bereich von pH 6 bis 8 noch bei 
55 % der Ausgangsaktivitat. Die pH-Stabilitat der "Lipase D 
Amano 2000®" lag in einem Laborversuch in einem pH-Bereich 
von pH 4 bis 8 bei 37 °C liber einen Zeitraum von 12 0 min. bei 
mindestens 70 % der Ausgangsaktivitat. 

Als charakteristische Bestimmungsgrofie fur eine konzen- 
trierte Lipase von Rhizopus delemar ist beispielsweise deren 
pH-Profil geeignet. Es wurde daher das pH-Profil der "Lipase 
D Amano 2000®" als spezifische Aktivitat in Abhangigkeit vom 
pH-Wert bestimmt. Die spezifischen Aktivitaten bei den ein- 
zelnen pH-Werten wurden dabei nach einer Abwandlung der FIP- 
Methoden zur Bestimmung der Aktivitat mikrobieller Lipasen 
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gemessen. Zusatzlich wurden auch die pH- Profile in Gegenwart 
variabler Konzentrationen von Gallensalzen bestimmt. 

a) Herstellung der Olivenolemulsion 

44 g Gummi arabisch, 
115 g Olivenol und 
400 ml Wasser 

werden 15 min. lang im Elektromixer homogenisiert 

b) Herstellung der Galle-Dispert-Losungen unterschiedlicher 
Kon z en t r a t i on 

ohne Galle: 120 ml Wasser 

0,5 mmol/1 Galle: 120 ml Wasser + 200 mg Galle-Dispert 
(FlP-Standard) 

5 mmol/1 Galle: 120 ml Wasser + 2 g Galle-Dispert 

10 mmol/1 Galle: 120 ml Wasser + 4 g Galle-Dispert 

c) Herstellung der Substratemulsion 



480 ml Olivenolemulsion (vide supra) 

160 ml Calciumchloridlosung (28,3 g CaCl 2 x2 H 2 0/1 Wasser) 
und 

120 ml Galle-Dispert-Losung (vide supra) der gewiinschten 
Konzentration 



werden gemischt. 



d) Herstellung der Enzymlosung 



50 mg "Lipase D Amano 2000®" (spezif ische Aktivitat be- 
stimmt zu 2.230-000 FIP-E/g) werden in 100 ml l%iger 
Natriumchloridlosung gelost. Von dieser Stammlosung wird 
1 ml entnommen und mit Reinstwasser auf 200 ml verdunnt. 
Jeweils 1 ml der verdunnten Stammlosung (entsprechend 
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5,575 FIP-E) wird bei den folgenden Bestimmungen einge- 
setzt. 

Von den vorstehend angegebenen Substratemulsionen, in 
welchen bestimmte Gallensalzkonzentrationen vorliegen, werden 
jeweils Proben von 19 ml auf 37° C thermostatisiert . In ver- 
schiedenen Proben von Substratemulsionen werden dann durch 
Zugabe von 0,1 M NaOH bzw. 1 M HC1 pH-Werte von 3, 4, 5, 6, 7 
und 8 eingestellt. Zu den so vorbereiteten Proben von Sub- 
stratemulsionen werden anschliefiend jeweils 1ml der vorste- 
hend angegebenen Enzymlosung zugegeben (Anmerkung: urn die 
optimale Titrationsrate zu bestimmen, kann die geeignete 
Menge von in der Enzymlosung idealerweise enthaltenen Lipase 
grundsatzlich auf an sich bekannte Weise durch eine Verdiin- 
nungsreihe ermittelt werden) . Nach erfolgter Zugabe wird 
10 min. lang eine pH-Stat-Titration mit 0,1 M NaOH durchge- 
fiihrt. Danach wird innerhalb von 3 0 sec. eine Endpunkts titra- 
tion bis auf pH 9 durchgef uhrt , um freigesetzte Fettsauren 
vollstandig zu dissoziieren, Der insgesamt benotigte Ver- 
brauch an 0,1 M NaOH wird in Lipase-Aktivitatseinheiten E um- 
gerechnet: eine Lipase-Aktivitatseinheit E entspricht dabei 
einem Verbrauch von 1 iiMol je Minute. Die ermittelten Lipase- 
Aktivitatseinheiten konnen durch Bezug auf die jeweils einge- 
setzte Menge an Trockenenzymen in g umgerechnet werden in 
Einheiten von E/mg. Zur Erstellung des pH-Profiles werden die 
Einheiten von E/mg fur jeden unter such ten pH-Wert und jede 
untersuchte Gallensalzkonzentration in Tabelle 1 tabelliert 
und die tabellierten Werte werden in Fig. 1 graphisch aufge- 
tragen . 

Aus dem vorstehend angegebenen pH-Profil laSt sich das 
pH-Optimum fur "Lipase D Amano 2000®" als Maximalwert der 
Lipaseaktivitat bei der FlP-Standardgallensalzkonzentration 
von 0,5 mmol/1 zu ca. pH 7 bestimmen. 

Die neutrale Protease von Aspergillus melleus weist eine 
spezifische Aktivitat von mindestens 7.500 FIP-E/g auf. Ihr 



pH-Optimum liegt zwischen pH 6 und pH 8 . Neutrale Proteasen 
von Schimmelpilzen des Stammes Aspergillus melleus sind an 
sich bekannt und konnen z. B. nach an sich bekannten Verfah- 
ren aus Kulturbruhen des entsprechenden Pilzes erhalten wer- 
den. AnschlieSend konnen die isolierten Proteasen gewiinsch- 
tenfalls auf an sich bekannte Weise von Begleitstof f en be- 
freit und angereichert bzw. konzentriert werden. 

Vorzugsweise kann die neutrale Protease " Prozyme 6®" von 
Aspergillus melleus der Firma Amano Pharmaceuticals, Japan, 
eingesetzt werden. Diese mikrobielle Protease weist eine spe- 
zifische Aktivitat von etwa 7.800 FIP-E/g auf. Die pH-Stabi- 
litat der Protease "Prozyme 6®" in einem pH-Bereich von pH 5 
bis 8 bei 37 °C lag liber einem Zeitraum von 120 min. in einem 
Laborversuch bei mindestens 60 % der Ausgangsaktivitat . 

Als charakteristische BestimmungsgroSe fur eine neutrale 
Protease von Aspergillus melleus ist beispielsweise deren pH~ 
Profil geeignet. Es wurde daher das pH-Profil der Protease 
"Prozyme 6®" als spezifische Aktivitat in Abhangigkeit vom 
pH-Wert bestimmt. 

Hierzu werden verschiedene Substratlosungen hergestellt, 
entsprechend den Vorschriften der FIP-Methode zur Aktivitats- 
bestimmung mikrobieller Proteasen. In Abwandlung der FlP-Vor- 
schriften wird als Substratlosung eine 4 %ige Hamoglobinlo- 
sung anstelle von Casein verwendet. Zusatzlich werden in Ab- 
wandlung der FlP-Vorschrif ten in verschiedenen Substratlosun- 
gen durch Zugabe von entsprechenden Mengen 1M NaOH bzw. 1M 
HC1 verschiedene pH-Werte von jeweils 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 
eingestellt. Zu den Substratlosungen werden Proben von "Pro- 
zyme 6®" zugegeben. 

AnschlieSend werden in den Substratlosungen unterschied- 
licher pH-Werte die Proteaseaktivitaten der "Prozyme 6®"- 
Proben entsprechend den vorstehend genannten Vorschriften der 
FIP bestimmt. Die in den einzelnen Proben gefundenen Enzymak- 
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tivitaten werden auf den in dieser MeSreihe gefundenen Maxi- 
malwert (= 100 %) normiert. Die fur "Prozyme 6®" gefundenen 
MeSwerte fiir das pH-Profil sind in Tabelle 2 tabelliert und 
in Fig. 2 graphisch aufgetragen. 

Aus dem vorstehend angegebenen pH-Profil laSt sicli das 
pH-Optimum fiir "Prozyme 6®" als Maximalwert der Proteaseak- 
tivitat zu ca. pH 8 bestimmen. "Prozyme 6®" ist somit im 
physiologischen pH-Bereich optimal wirksam. 

Die erf indungsgemaS eingesetzte Amylase (EC-Nr. 3.2.1.1) 
von Aspergillus oryzae ist eine a-Amylase und weist eine spe- 
zifische Aktivitat von mindestens 40.000 FIP-E/g (gemessen 
bei pH 5,8) auf. Das pH-Optimum liegt im pH-Bereich von pH 4 
bis 6,5. Amylasen von Schimmelpilzen des Stammes Aspergillus 
oryzae sind an sich bekannt und konnen z. B. nach an sich be- 
kannten Verfahren aus Kulturbruhen des entsprechenden Pilzes 
erhalten werden. Anschlie&end konnen die isolierten Amylasen 
gewiinschtenf alls auf an sich bekannte Weise von Begleitstof- 
fen befreit und angereichert bzw. konzentriert werden. Vor- 
zugsweise konnen die Amylasen "Amylase Al®" von Aspergillus 
melleus der Firma Amano Pharmaceuticals, Japan und "Amylase 
EC®" von Aspergillus melleus der Firma Extrakt-Chemie, 
Deutschland, eingesetzt werden. "Amylase Al®" ist bevorzugt. 

Die mikrobielle Amylase "Amylase Al®" weist eine spezi- 
fische Aktivitat von etwa 52.000 FIP-E/g (gemessen bei pH 
5,8) auf. Die pH-Stabilitat der "Amylase Al®" in einem pH- 
Bereich von pH 5 bis 8 bei 37 °C laguber einen Zeitraum von 
120 min. in einem Laborversuch bei mindestens 85 % der Aus- 
gangsaktivitat . In weiteren Laborversuchen wurden gute Stabi- 
litaten der "Amylase Al®" gegenuber Pankreasprotease aus Pan- 
kreatin (gemessen im pH-Bereich pH 6 bis 8) , gegenuber "Pro- 
zyme 6®" (gemessen im pH-Bereich pH 4 bis 8) sowie gegenuber 
Pepsin f estgestellt . 
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Als charakteristische Bestimmungsgro&e fur eine Amylase 
von Aspergillus oryzae ist beispielsweise deren pH-Profil ge- 
eignet. Es wurde daher das pH-Profil der "Amylase Al®" als 
spezifische Aktivitat in Abhangigkeit vom pH-Wert bestimmt. 

Es werden verschiedene Substratlosungen hergestellt, 
entsprechend den Vorschriften der FIP-Methode zur Aktivitats- 
bestimmung mikrobieller Amylasen. In Abwandlung der FlP-Vor- 
schriften werden in verschiedenen Substratlosungen durch vor- 
herige Zugabe entsprechender Mengen von 5 M NaOH bzw. 5 M HC1 
zu dem gemafi FIP-Methode verwendeten Acetatpuf fer verschie- 
dene pH-Werte von jeweils 3,25; 4; 5; 6; 6,8 und 7,4 einge- 
stellt. Zu den Substratlosungen werden Proben von "Amylase 
Al® " zugegeben . 

Anschliefiend werden in Substratlosungen unterschied- 
licher pH-Werte die Amylaseaktivitaten der "Amylase Al®"- 
Proben entsprechend den vorstehend genannten Vorschriften der 
FIP bestimmt. Die in den einzelnen Proben gefundenen Enzymak- 
tivitaten werden auf den in dieser MeSreihe gefundenen Maxi- 
malwert (= 100 %) normiert. Die fur "Amylase Al®" gefundenen 
MeEwerte fur das pH-Profil sind in Tabelle 3 tabelliert und 
in Fig. 3 graphisch aufgetragen. 

Aus dem vorstehend angegebenen pH-Profil la£t sich das 
pH-Optimum fur "Amylase Al®" als Maximalwert der Amylaseak- 
tivitat zu ca. pH 5 bestimmen. 

Die mikrobielle Amylase "Amylase EC® " weist eine spezi- 
fische Aktivitat von etwa 42,500 FIP-E/g (gemessen bei 
pH 5,8) auf. Daneben sind noch geringe Anteile von P-Amylase 
nachweisbar. Das pH-Optimum (gemessen nach der vorstehend fur 
Amylase Al®" angegebenen Methode) liegt bei etwa pH 5. Die 
^pH-Stabilitat der "Amylase EC® 11 in einem pH-Bereich von pH 6 
bis 8 bei 37 °C lag uber einem Zeitraum von 120 min. in einem 
Laborversuch bei mindestens 80 % der Ausgangsaktivitat . In 
weiteren Laborversuchen wurden gute Stabilitaten der "Amylase 
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EC®" gegenuber Pankreaspro tease aus Pankreatin (gemessen im 
pH-Bereich pH 6 bis 8), gegenuber "Prozyme 6® n (gemessen im 
pH-Bereich pH 4 bis 8) sowie gegenuber Pepsin f estgestellt . 

Fur die erf indungsgemafien pharmazeutischen Zubereitungen 
konnen vorzugsweise oral applizierbare Dosierungsformen ge- 
wahlt werden, beispielsweise Pulver, Pellets oder Micro- 
spheres, welche gewunschtenf alls in Kapseln oder Sachets 
abgefullt oder zu Tabletten verpreSt werden konnen. Die ein- 
zelnen Enzyme Lipase, Protease und Amylase, konnen dabei ge- 
meinsam oder raumlich voneinander getrennt vorliegen. Sofern 
die einzelnen Enzyme nicht raumlich voneinander getrennt vor- 
liegen, ist eine trockene Verarbeitung und/ oder Lagerung be- 
vorzugt. Die pharmazeutischen Zubereitungen konnen weiterhin 
ubliche Hilfs- und/ oder Tragerstoffe enthalten. Als Hilfs- 
und/ oder Tragerstoffe kommen beispielsweise mikrokristalline 
Cellulosen, Polyethylenglykole, beispielsweise PEG 4000, oder 
auch niedere Alkohole, insbesondere geradkettige oder ver- 
zweigte C 1 -C 4 -Alkohole wie 2-Propanol, sowie Wasser in Frage . 

Die erf indungsgemaS eingesetzten mikrobiellen Substitu- 
tionsenzyme zeichnen sich durch eine gute Stabilitat liber 
weite pH-Bereiche aus und konnen daher ohne weitere Behand- 
lung (wie Befilmung) direkt fur die Herstellung oral zu 
applizierender pharmazeutischer Zubereitungen eingesetzt wer- 
den. Zu diesem Zweck konnen die einzelnen Substitutionsenzyme 
(Lipase, Protease und Amylase) gemeinsam oder raumlich von- 
einander getrennt pelletiert werden. Zur weiteren Erhohung 
der pH-Stabilitat kann es vorteilhaft sein, die einzelnen 
Substitutionsenzyme mit einer geeigneten, an sich bekannten 
magensaf tresis tenten Schicht zu befilmen. Sofern nicht alle 
Substitutionsenzyme magensaf tresistent befilmt werden sollen, 
ist es zweckmalSig, die einzelnen Sorten von Substitutionsen- 
zymen voneinander getrennt zu pelletieren und die Pellets 
einer Enzymsorte jeweils getrennt zu befilmen. Insbesondere 
kann es zweckmaSig sein, die Protease und/oder die Lipase je- 
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weils einzeln zu pelletieren und magensaf tresistent zu befil- 
men. 

Die hohen spezif ischen Aktivitaten der erf indungsgema£ 
eingesetzten Substitutions enzyme erlauben es, verhaltnisma&ig 
kleine Dosierungsf ormen mit dennoch hoher Wirksamkeit zur 
Verfligung zu stellen. Beispielsweise kann in einer Ausflih- 
rungsform die pharmazeutische Zubereitung als oral applizier- 
bare Kapsel der GroSe 0 vorliegen. Auch in einer solchen 
Dosierungsf orm konnen etwa 10.000-50.000 FIP-E Lipase, 
8.000 FIP-E Amylase und 200 FIP-E Protease vorliegen. Zweck- 
mafiigerweise liegen die Substitutionsenzyme Lipase, Amylase 
und Protease in einem Verhaltnis von ca. 50-250 FIP-E: 40-120 
FIP-E :1 FIP-E vor. 

Die Eignung erf indungsgemafier pharmazeutischer Zuberei- 
tung en zur Behandlung und/oder Prophylaxe der Maldigestion in 
Saugetieren und Menschen kann mit dem nachfolgend angegebenen 
in-vitro-Testmodell zur Bestimmung der Fettverdauung belegt 
we r den : 

Nachweis der Fettverdauung in einer Schweinefuttertestnahrunq 

Es wird der EinfluS eines Gemisches erfindungsgema.fi einsetz- 
barer mikrobieller Enzyme auf den Fettabbau in einer auch an- 
dere Nahrungsbestandteile enthaltenden Schweinefutter-Test- 
nahrung untersucht. Der Zusatz einer Calciumchlorid-Losung 
dient dabei der Ausfallung freigewordener Fettsauren als Cal- 
ciumseifen. 
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A) Herstelluna der Schweinefuttertestnahruna 

Die nachfolgend angegebenen Bestandteile : 

64,8 g "Altromin 9021®" -Fertignahrung (Fa. Altromin 
GmbH, Deutschland, Fettgehalt ca. 2 - 3 %) 
3,85 g "Sojamin®" -Proteingemisch (Fa. Lukas Meyer, 
Deutschland) 

24,5 g Gummi Arabisch (Fa. Merck KGaA, Deutschland) 
26,7 g Sojaol (Fa. Roth, Deutschland; Haupt-Fettbe- 

standteil; mittleres Molekulargewicht = 

932 g/mol) 

wurden mit 265 ml Reinstwasser vermischt und anschlieSend 
15 min. lang im Haushaltsmixer homogenisiert . Das erhal- 
tene Homogenisat wurde mit Reinstwasser bis auf ein Volu- 
men von 450 ml aufgefullt. 

B) Herstelluna der Galle-Dispert-Losung 

1,3 5 g Galle-Dispert (FlP-Standard; Lipase activation 
mixture) wurden in 50 ml Reinstwasser gelost. 

C) Herstelluna der Enzymlosunaen 

1 . Lipaselosung 

63,1 mg "Lipase D Amano 2000®" der Fa. Amano Pharmaceuti- 
cals, Japan (spezifische Aktivitat bei pH 7 bestimmt zu 
1.888.137 FIP-E/g) wurden in 10 ml Reinstwasser gelost. 
Von dieser Stammlosung wurden 250 ul fur die nachfolgende 
Messung eingesetzt. 

2 . Proteaselosung 

319 mg "Prozyme 6®" der Fa. Amano Pharmaceuticals, 
Japan (spezifische Aktivitat bei pH 7,5 bestimmt zu 
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7.812 FIP-E/g) wurden in 10 ml Reinstwasser gelost. Von 
dieser Stammlosung wurden 250 ]il fur die nachf olgende 
Messung eingesetzt. 

3 . Amylaselosung 

595 mg "Amylase EC®" der Fa. Extrakt-Chemie, Deutsch- 
land (spezifische Aktivitat bei pH 5,8 bestimmt zu 
13.466 FIP-E/g) wurden in 10 ml Reinstwasser gelost. Von 
dieser Stammlosung wurden 1.000 ]il fur die nachf olgende 
Messung eingesetzt. 

D. Vprbereitung de r Meftlogung 

15/5 ml der vorgenannten Schweinefutter-Testnahrung wur- 
den mit 2 ml der vorgenannten Galle-Dispert-Losung sowie 
nacheinander mit den drei vorgenannten Enzymlosungen C)l 
bis C)3. versetzt und mit Reinstwasser auf 29 ml aufge- 
fullt. 

E. Durchfiihruna der Messung 

Die vorbereitete MeSlosung wurde auf 3 7 °C temperiert 
und durch Endpunkttitration mit 1 M NaOH auf pH 7 einge- 
stellt. Unmittelbar nach Zugabe der drei Enzymlosungen 
wurde eine pH-Stat-Titration fur 2 0 min. gestartet und 
der Verbrauch an 1 M NaOH wurde alle 10 sec. registriert 
Wahrend der Titration wurde 1 ml einer 4 M Calciumchlo- 
ridlosung in Schritten von 50 ul manuell so zudosiert, 
daS eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht 
wurde . 

F. Ergebnig 

Die in der Schweinefutter-Testnahrung enthaltenen Fette 
(= Fettsaure triglyceride) waren nach 2 0 min. Reaktions- 
zeit zu ca. 67 % hydrolisiert worden. Dies entspricht 
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einem iiber 100%igen Abbau zu den physiologischen Hydroly- 
seprodukten, den 2-Fettsauremonoglyceriden (Werte iiber 
100 % sind auf spontane Umlagerung der 2-Fettsauremono- 
glyceride zu 1- bzw. 3-Fettsauremonoglyceriden und nach- 
folgende lipolytische Spaltung zuriickzufuhren) . 

Die gute Fettverdauungsleistung eines die erf indungsge- 
maS einsetzbaren Enzyme enthaltenden Verdauungsenzymgemisch.es 
kann auch in vitro an einer Olivendl-Testnahrung belegt wer- 
den. 

Die besonders gute Eignung der erf indungsgema&en pharma- 
zeutischen Zubereitungen zur Behandlung und/oder Prophylaxe 
der Maldigestion in Saugetieren und Menschen kann auch anhand 
von in-vivo-Tiermodellen, beispielsweise an pankreasinsuf f i- 
zienten Schweinen, belegt werden. 

Beispiel I: 

Aus 400 g "Lipase D Amano 2000®", 400 g PEG 4000 und 1.200 g 
Vivapur®" (= mikrokristalline Cellulose) wurden unter Zusatz 
von wenig 2-Propanol und Wasser auf an sich bekannte Weise 
Pellets von 0,7 - 1,4 mm Durchmesser hergestellt. 

Aus 7.000 g "Amylase Al® u , 2.000 g PEG 4000 und 1.000 g 
"Vivapur®" wurden unter Zusatz von wenig 2-Propanol und Was- 
ser auf an sich bekannte Weise Pellets von 0,7 - 1,7 mm 
Durchmesser hergestellt. 

Aus 1.750 g "Prozyme 6®", 500 g PEG 4000 und 250 g "Vivapur®" 
wurden unter Zusatz von wenig 2-Propanol und Wasser auf an 
sich bekannte Weise Pellets von 0,7 - 1,7 mm Durchmesser her- 
gestellt • 

Von den vorstehend hergestellten Pellets wurden jeweils 32 mg 
Lipase-Pellets , 325 mg Amylase-Pellets und 40 mg Protease- 
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Pellets in eine Gelatine-Kapsel der Gro&e 0 abgefullt. Man 
erhielt eine Dos ierungs form mit folgenden Aktivitaten pro 
Kapsel : 

Lipase ca. 10.000 FIP-E 
Protease ca. 200 FIP-E 

Amylase ca. 8.000 FIP-E 
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Patentanspruche 

1. Enzymgemisch, dadurch gekennzeichnet , daS es 

a) eine konzentrierte Lipase von Rhizopus delemar, 

b) eine neutrale Protease von Aspergillus melleus und 

c) eine Amylase von Aspergillus oryzae 

enthalt . 

2. Enzymgemisch nach Anspruch 1, worin die Lipase eine 
spezifische Aktivitat von mindestens 1.800.000 FIP-E/g auf- 
weist. 

3. Enzymgemisch nach Anspruch 1, worin die Protease eine 
spezifische Aktivitat von mindestens 7.500 FIP-E/g aufweist. 

4. Enzymgemisch nach Anspruch 1, worin die Protease ein 
pH- Optimum zwischen pH 6 und pH 8 aufweist. 

5. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeichnet, 
daS sie ein Enzymgemisch nach Anspruch 1 sowie iibliche Hilfs- 
und/oder Tragerstoffe enthalt. 

6. Zubereitung nach Anspruch 5, welche in Form von Pul- 
ver, Pellets, Microspheres, Kapseln, Sachets oder Tabletten 
vorliegt . 

7. Zubereitung nach Anspruch 5, worin mindestens eines 
der Enzyme, ausgewahlt aus Lipase, Protease und Amylase, ein- 
zeln pelletiert vorliegt. 

8. Zubereitung nach Anspruch 7, worin Protease und/oder 
Lipase einzeln pelletiert vorliegen und mit einer magensaft- 
resistenten Schicht befilmt sind. 



9. Zubereitung nach Anspruch 5, worin das Verhaltnis 
der Enzyme Lipase : Amylase : Protease jeweils 50-250 FIP-E: 40- 
120 FIP-E:1 FIP-E betragt. 

10. Zubereitung nach Anspruch 5, welche pro Dosierungs- 
einheit mindestens 10.000 FIP-E Lipase, 8.000 FIP-E Amylase 
und 200 FIP-E Protease enthalt. 

11. Verwendung einer Zubereitung nach Anspruch 5 zur Be- 
handlung und/oder Prophylaxe der Maldigestion in Saugetieren 
und Mens chen. 

12 . Verwendung einer konzentrierten Lipase von Rhizopus 
delemar, welche eine spezifische Aktivitat von mindestens 
1.800.000 FIP-E/g aufweist, zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels fur die Behandlung und/oder Prophylaxe der Maldigestion 
in Saugetieren und Menschen. 
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Zusammenf assung 



Es werden neue Gemische mikrobieller Enzyme beschrieben, 
welche eine konzentrierte Lipase von Rhizopus delemar und zu- 
satzlich eine Protease von Aspergillus melleus sowie eine 
Amylase von Aspergillus oryzae enthalten. Weiterhin werden 
diese Gemische mikrobieller Enzyme enthaltende pharmazeu- 
tische Zubereitungen beschrieben* Die neuen pharmazeutischen 
Zubereitungen sind besonders gut geeignet zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe der Maldigestion in Saugetieren und Men- 
schen . 
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pH-Pr fil mikrobi II r "Lipas D Amano 2000. 
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Ta belle 1: pH-Pr fil v n "Lipase D Aman 2000 R " in E/mg 



PH 


ohne Galle 


0,5 mmol/l 
Galle 


5 mmol/l 
Galle 


10 mmol/l 
Galle 


3 


! 608 


416 


500 


300 


4 


936 


972 


1076 


480 


5 


1432 


1342 


960 


1076 


i 6 


1048 


1570 


1382 


1220 


7 
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2092 


1832 


988 


8 


308 


732 


1104 


64 


9 


0 


0 


200 


0 
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- 1 0 mmol/l Galle 



Fig. 1 
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pH-Profil mikrobieller Protease "Prozyme 6' 

Standardaktivitat pH 7,5: 7812 FIP/Eg 



Proteasebestimmung nach FIP modifiziert, mit Hamoglobin als Substrat 
Tabelle 2: Profil von "Prozyme 6 R " in % vom pH-Optimum (100%) 



pH 


% 


2 


1 


3 


0 


4 


63 


5 


67 


6 


77 


7 


77 


8 


100 




Fig. 2 
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pH-Profil mikrobi Her "Amylase A1 R " 

Standardaktivitat pH 5,8: 51870 FIP/Eg 




Fig.3 



